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Aus der DE 101 00 586 CI ist ein Verfahren zur Hemmung der 
Expression eines Zielgens in einer Zelle bekannt, bei dem ein 
Oligoribonukleotid rait doppelstrangiger Stmktur in die Zelle 
eingef-iihrt wird. Ein Strang der doppelstrangigen Struktur ist 
dabei komplementar zvaa. Zielgen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
wirksames Medikament und eine Verwendxing zur Behandliing einer 
fibrotischen Erkrankung bereitgestellt werden. Weiterhin"- soli 
eine Verwendung zur Herstellung eines solchen Medikaments \and 
ein zur Heiranung iibermaSiger Bildung Extrazellularer Matrix 
geeigneter Wirkstoff bereitgestellt werden. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1, 21, 22 
und 43 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus 
den Merkmalen der Anspriiche 2 bis 20, 23 bis 42 und 44 bis 
61- 

Erf indTongsgeniaS ist ein Medikament vorgesehen, welches eine 
doppelstrSngige RibonukleinsSure (dsRNA) enthait, welche . 
durch RNA-Interf erenz zur Hemmung der Expression eines an der 
Bildung von Extrazellularer Matrix beteiligten Gens geeignet 
ist. 

Eine dsKNA liegt vor, wenn die aus einem oder zwei Ribonu- 
kleinsSure-StrSngen bestehende Ribonukleinsaure eine doppel- 
strangige Struktur aufweist. Nicht alle Nukleotide der dsRNA 
miissen kanonische Watson-Crick-Basenpaarungen aufweisen. Ins- 
besondere einzelne nicht koraplementSre Basenpaare beeintrSch- ■ 
tigen die Wirksamkeit kaum oder gar nicht. Die maximal m6gli- 
che Zahl der Basenpaare ist die Zahl der Nukleotide in dem 
kiirzesten in der dsRNA enthaltenen Strang. 

Versuche zur Behandlung einer fibrotischen Erkrankung mittels 
Antisinn-Oligonukleotiden lieSen einen molekularbiologischen 



wo 03/035083 



3 



PCT/EP02/11972 



Ansatz wenig aussichtsreich erscheinen. Oberraschenderweise 
hat sich jedoch gezeigt, dass es mittels doppelstrangiger Ri- 
bonukleinsaure moglich ist, die Neiibildving von Bindegewebe 
bzw. EZM effektiv zu henmien. Die an der Bildung von Extrazel- 
5 lularer Matrix beteiligten Gene im Sinne der Erfindung sind 
auch solche Gene, welche zur Bildung von Faktoren fuhren, 
welche Zellen dazu veranlassen, ExtrazellulSre Matrix zu 
produzieren oder in ExtrazellulSre Matrix produzierende Zel- 
len zu transformieren. Solche Faktoren sind z. B. der PlStt- 

10 chen-Wachs turns -Faktor (PDGF) , der transformierende Wachstxims- 
faktor p (TGF P) , insbesondere • TGFpi, TGFP2 oder TGFPS, der 
Bindegewebewachst\jms faktor (CTGF) oder Oncostatin M. Diese 
Faktoren kOnnen z.B. in der Leber eine Transdif f erenzierung 
hepatischer Stemzellen und portaler Fibroblasten in eine dem 

15 Myofibroblasten ahnlichen PhSnotyp initiieren und aufrechter- 
halten. Dieser Phanotyp weist gegeniiber den Urspirungszellen 
eine gesteigerte Prolif erationsrate und Matrixsynthese bei 
haufig gleichzeitig reduziertem Abbau ExtrazellulSrer Matrix 
(Fibrolyse) durch matrixabbauenende Proteasen auf . Die Aus- 

20 schxittung dieser Faktoren kann dabei durch andere Zellen der 
Leber als die hepatischen Stemzellen oder portalen Fibrobla- 
. . . -sten erfolgen. 

Bei einer vorteilhaf ten Ausgestaltung ist das Gen ein Gen, 
25 welches kodiert ftir den Bindegewebewachstumsfaktor CTGF (con- 
nective tissue growth factor) , trans formierenden Wachstiims- 
faktor p TGFP {transforming growth factor p) , insbesondere 
TGFPI, TGFP2 oder TGFPS, TGF p-Rezeptor Typ I oder Typ II, 
die Signal transduktoren Smad 2, Smad 3 oder Smad 4, SARA 
30 (smad anchor for receptor activation), PDGF, Oncostatin M, 
ein an der- Bildung von Kollagen-Fibrillen beteiligtes Gen, 
ein Prokollagen, Prolyl-4-Hydroxylase, Lysyl-Hydroxylase, Ly- 
syl-Oxidase, N-Propeptidase oder C-Propeptidase . Smad 2, Smad 
3, Smad 4 und SARA sind an der durch Bindung von TGF p an den 
35 TGFP-Rezeptor Typ I oder Typ II ausgelSsten Signaltransdukti- 
on beteiligt. Prolyl-4-Hydroxylase, Lysyl-Hydroxylase, Lysyl- 
Oxidase, N-Propeptidase und C-Propeptidase sind an der Bil- 
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dung von Kollagen-Fibrillen aus Prokollagen, einem VorlSufer- 
molekiil, beteiligt. Die N-Propeptidase spaltet dabei von ei- 
nem Prokollagen ein N-tenninales Propeptid xind die C- 
Propeptidase ein C-terminales Propeptid ab. 

5 

Besonders vorteilhaft ist es, wenn es sich bei dem Prokolla- 
gen um eines der Prokollagene vom Typ al(I), ct2{l), al(II), 
al(III), al(V), a2(V), a3 (V) , al(VI), a2(VI), a3(VI), o£l(XI), 
a2(XI) Oder a3(XI) handelt. Dabei bezeichnet die in Klairaner 
10 gesetzte rSmische Ziffer jewel Is den Typ des aus dem Prokol- 
lagen gebildeten Kollagens. Die arabische Ziffer kennzeichnet 
jeweils die Kette des Prokollagens . 

Bei der fibrotischen Erkrankvmg kann es sich z.B. van eine Le- 
15 berfibrose, eine Fibrose der Niere oder der Lunge, beispiels- 
weise nach einer Verletzung, oder eine iiber die fiir eine Hei- 
lung erforderlich Narbenbildung hinausgehende Bildxong von 
Narbengewebe hcuideln. 

Vorzugsweise weist ein Strang SI der dsRNA einen zu dem Gen 
zuraindest abschnittsweise komplementaren, insbesondere aus 

weniger als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden bestehenden, *^ 

Bereich auf . Unter dem "Gen" wird bier der DNA-Strang der 
doppelstrangigen fiir ein Protein oder Peptid kodierenden DNA 
verstanden, welcher komplementar zu einem bei der Transkrip- 
tion als Matrize dienenden DNA-Strang einschliefilich aller 
transkribierten Bereiche ist. Bei dem Gen handelt es sich al- 
so im Allgemeinen um den Sinn-Strang. Der Strang SI kann so- 
mit konrplementar zu einem bei der Escpression des Gens gebil- 
deten RNA-Transkript oder dessen Prozessier\angsprodukt, wie 
z.B. einer mRNA, sein. Das Protein oder Peptid ist dabei ein 
solches, welches an der Bildung von ExtrazellulSrer Matrix 
beteiligt ist. 

35 Der komplementare Bereich der dsRNA kann 19 bis 24, bevorzugt 
20 bis 24, besonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 
Oder 23, Nukleotide aufweisen. Eine dsRNA mit dieser Struktur 



25 
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ist besonders effizient in der Inhibition des Gens. Der 
Strang SI der dsRNA kann weniger als 30, vorzugsweise weniger 
als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, 
Nukleotide aufweisen. Die Zahl dieser Nukleotide ist zugleich 
5 die Zahl der in der dsRNA maximal mSglichen Basenpaare. 

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn ziomin- 
dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 
Oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrSngigen Oberhang auf- 

10 weist. Eine solche dsRNA weist gegeniiber einer dsRNA ohne 

einzelstrSngige OberhSnge an mindestens einem Ende eine bes- 
sere Wirksamkeit bei der Heramung der Expression des Gens auf . 
Ein Ende ist dabei ein Bereich der dsRNA, in welchem ein 5 ' - 
und ein 3 ' -Strangende vorliegen. Bine nur aus dem Strang Si 

15 bestehende dsRNA weist demnach eine Schleif enstruktur und nur 
ein Ende auf. Eine aus dem Strang Si und einem Strang S2 ge- 
bildete dsKNA weist zwei Enden auf. Ein Ende wird dabei je- 
weils von einem auf dem Strang SI und einem auf dem Strang S2 
liegenden Strangende gebildet. 

20 

Vorzugsweise befindet sich der einzelstr&agige Uberhang am 
. 3 '-Ende des Strangs SI*. Diese Lokalisation des einzelstrangi- - 
gen Uberhangs fiihrt zu einer weiteren Steigemng der Effizi- 
enz des Medikaments. In einem Ausfuhrungsbeispiel weist die 

25 dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des Strangs 
SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang auf. Das 
andere Ende ist bei einer zwei Enden aufweis enden dsRNA 
glatt, d.h. ohne OberhSnge, ausgebildet. Uberraschenderweise 
hat es sich gezeigt, dass zur Verstarkung der Interferenz- 

30 Wirkung der dsKNA ein Uberhang an einem Ende der dsRNA aus- 

reichend ist, ohne dabei die Stabilitat in einem solchen MaEe 
zu erniedrigen wie durch zwei Uberhange. Eine dsKNA mit nur 
einem Uberhang hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturme- 
dien als auch, in Blut, Sertmi iind. Zellen, als hinreichend be- . . 

35 standig und besonders Wirksam erwiesen. Die Hemmung der Ex- 
pression ist besonders effektiv, wenn sich der Cberhang am 
3 ■ -Ende des Strangs SI befindet. 
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Vorzugsweise weist die dsRNA neben dem Strang SI einen Strang 
S2 auf , d.h. sie ist aus zwei separaten EinzelstrSngen gebil- 
det. Besonders wirksam ist das Medikament , wenn der Strang Si 
5 (Ant is inn- Strang) eine L&ige von 23 Nukleotiden, der Strang 
S2 eine Lange von 21 Nukleotiden und das 3 ' -Ende des Strangs 

51 einen aus zwei Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen 
Utoerhang auf weist. Das am 5 ' -Ende des Strangs SI gelegene En- 
de der dsRNA ist dabei glatt ausgebildet. Der Strang SI kann 

10 zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript des Gens kom- 
plementar sein. Vorzugsweise besteht die dsKNA aus dem Strang 

52 mit der Sequenz Nr. 3 und dem Strang SI mit der Sequenz 
Nr. 4 Oder dem Strang 82 mit der Sequenz Nr. 5 und dem Strang 
SI mit der Sequenz Nr. 6 gemafi dem anliegenden Sequenzproto- 

15 koll. Eine solche dsRNA ist in der Hemmixng der E3<pression des 
fur Prokollagen vom Typ al(I) oder CTGF kodierenden an der 
Bildung Extrazellularer Matrix beteiligten Gens besonders 
wirksam. 

20 Das Medikament kann eine Zubereitung aufweisen, die zur Inha- 
lation, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesonde- 
re -zur intravendsen. oder intraperitoneal en Infusion oder -In- 
jektion Oder zur Infusion oder Injektion direkt in ein von 
der fibrotischen Erkrankung betroffenes Gewebe, geeignet ist. 

25 iEine zur Inhalation, Infusion oder Injektion geeignete Zube- 
reitting kann im einfachsten Fall, insbesondere ausschiiefi- 
lich, aus einem physiologisch vertrSglichen Losimgsmittel, 
vorzugsweise einer physiologischen KochsalzlOsung oder einem 
physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere einer phos- 

30 phatgepuf ferten SalzlSsung, und der dsKNA bestehen. Es hat 
sich namlich iiberraschenderweise herausgestellt, dass eine 
lediglich in einem solchen Puffer oder LSsiingsmittel gelSste 
und verabreichte dsRNA von den das Gen exprimierenden Zellen 
aufgenommen wird. Die Expression des Gens und damit die Er- 

35 krankung wird dadurch gehemmt, ohne dass die dsRNA dazu in 
einem besonderen Vehikel verpackt sein muss . Die dsRNA kann 
in dem Medikament in einer Losung, insbesondere einem physio- 
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logisch vertraglichen Puffer oder einer physiologischen Koch- 
salzlSsung, von einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem 
liiposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder einer polymeren 
Nano- Oder Mikrokapsel umschlossen oder an einer polymeren 
5 Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegen. Der physiologisch 
verfcragliche Puffer kann eine phosphatgepuf f erte SalzlOsung 
sein. Eine micellare Struktur, ein Kapsid, ein Kapsoid oder 
eine polymere Nano- oder Mikrokapsel kann die Aufnahme der 
dsRNA in die das Gen exprimierenden Zellen erleichtern. Die 
10 polymere Nano- oder Mikrokapsel besteht aus mindestens einem 
biologisch abbaubar^ Polymer, z.B. Polybutylcyanoacrylat . 
Die polymere Nano- oder Mikrokapsel kann darin enthaltene 
Oder daran gebundene dsRNA im Korper transportieren und frei- 
setzen. 

15 

Die dsRNA kann mit einem Mittel kombiniert sein, welches eine 
gezielte Aufnahme der dsKNA in Zellen eines von der fibroti- 
schen Erkrankung betroffenen Orgcuis, insbesondere der Leber, 
der Niere, der Lunge oder der Haut, ermaglicht. Kombiniert 

20 heist dabei, dass die dsRNA an das Mittel gebvmden oder, wie 
beispielsweise im Fall der Liposomen oder der Nano- oder Mi- 

. - krokapseln, • davon umgeben sein kann. In die Liposomen oder 

die Nano- oder Mikrokapseln konnen dabei Molekule eingebettet 
sein, welche die gezielte Aufnahme, ein so genanntes Targe- 

25 ting, erm5glichen. Bevorzugt handelt es sich bei dem Mittel 
•um ein Mittel, welches eine Bindung an den Kollagen Typ VI- 
Rezeptor oder den PDGFp-Rezeptor , insbesondere von hepati- 
schen Stemzellen oder Myof ibroblasten, vermittelt. Die hepa- 
tischen Stemzellen oder Myof ibroblasten konnen aktiviert 

3 0 sein. Fiir den Kollagen Typ VI-Rezeptor ist das zyklische Pep- 
tid C*GRGDSPC* gemSS Sequenz Nr. 25 des anliegenden Sequenz- 
protokolls besonders gut geeignet. Dabei steht C* fur Cy- 
steinreste, welche durch eine Disulf idbindung den Ringschluss 
des- Peptids bewirken. 



Vorzugsweise liegt das Medikament in mindestens einer Verab- 
reichungseinheit vor, welche die dsRNA in einer Menge ent- 
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halt, die eine Dosierung von h6chstens 5 mg, insbesondere 
hochstens 2,5 mg, bevorzugt hOchstens 200 ixg. besonders be- 
vorzugt hiJchstens 100 ixg, vorzugsweise hochstens 50 fj.g, ins- 
besondere hdchstens 25 iig, pro kg Kdrpergewicht und Tag er- 
5 raoglicht.Es hat es sich namlich erstaiinlicherweise gezeigt, 
dass die dsRNA bereits in dieser pro Tag verabreichten Dosie- 
rung eine ausgezeichnete Effektivitat in der Heinmung der Ex- 
pression des Gens aufweist und antif ibrotisch wirksam ist. 
Die Verabreichungseinheit kann fiir eine einmalige Verabrei- 

10 chxing bzw. Einnahme pro Tag konzipiert sein. Dann ist die ge- 
samte Tagesdosis in einer Verabreichiingseinheit enthalteh. 
Ist die Verabreichxingseinheit fiir eine mehrmalige Verabrei- 
chung bzw. Einnahme pro Tag konzipiert, so ist die dsRNA dar- 
in in einer entsprechend geringeren das Erreichen der Tages- 

15 dosis ermoglichenden Menge enthalten. Die Verabreichungsein- 
heit kann auch fiir eine einzige Verabreichung bzw. Einnahme 
fur mehrere Tage konzipiert sein, z. B. indem die dsRNA iiber 
mehrere Tage freigesetzt wird. Die Verabreichungseinheit ent- 
halt dann ein entsprechend Mehrf aches der Tagesdosis. Die 

20 dsRNA ist in der Verabreichungseinheit in einer zu der Hem- 
miing der Expression eines an der Bildtjng von ExtrazellulSrer 
. Matrix - beteiligten Gens - ausreichenden Men&e enthalten . - Das- 
Medikament kann auch so konzipiert sein, dass mehrere Einhei- 
ten des Medikaments zusammen die ausreichende Menge in der 

25 Stimme enthalten. Die ausreichende Menge kemn auch von der 

pharmazeutischen Formulierung der Verabreichungseinheit ab- 
hangen. Zur Ermittlung einer ausreichenden Menge kann die 
dsRNA in steigenden Mengen bzw. Dosierungen verabreicht wer- 
den. Danach kann an einer aus dem von der fibrotischen Er- 

30 krankung betroffenen Gewebe entnommenen Probe mit bekannten 
Methoden ermittelt werden, ob bei dieser Menge- eine Hemmung 
der Expression des genannten Gens eingetreten ist. Bei den 
Methoden keinn es sich z.B. um molekularbiologische, biochemi- 
sche Oder imraunologische Methoden handeln. 

35 

Erf indungsgemaS ist weiterhin die Verwendung einer doppel- 
strSngigen Ribonukleinsaure zur Herstellung eines Medikaments 
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zur Behandlung einer fibrotischen Erkrankxmg vorgesehen, wo- 
bei die dsRNA durch RNA- Inter ferenz zur Heiranung der Expressi- 
on eines an der Bildung von ExtrazellulSrer Matrix beteilig- 
ten Gens geeignet ist. Weiterhin ist erf indungsgemSfi die Ver- 
5 wendung einer doppelstrangigen RibonukleinsSure zur Behand- 
lung einer fibrotischen Erkrankung vorgesehen, wobei die 
dsRNA durch RNA- Inter ferenz zur Heittmung der Expression eines 
an der Bildung von Extrazellularer Matrix beteiligten Gens 
geeignet ist. Weiterhin ist eine doppelstrSngige Ribonuklein- 
10 sSure vorgesehen, welche durch RNA- Inter ferenz zur Hemmung 
der Expression eines an. der Bildung von Extrazellularer Ma- 
trix bei einer fibrotischen Erkrankung beteiligten Gens als 
Wirkstoff geeignet ist. 

15 Wegen der weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltung der erfin- 
domgsgemaiSen Verwendungen und der erf indtangsgemaSen dsRNA 
wird auf die vorangegangenen Ausfiihrungen verwiesen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen bei- 
20 spielhaft erlSutert. Es zeigen; 

Fig. !• Die relativen Prokollagen al (I) -Transkriptspiegel 
von RD-Zellen in Abhangigkeit von der zur Behand- 
Ixrng eingesetzten Menge Prokollagen al{I)- 
25 spezifischer dsRNA, 



Fig. 2 die relativen CTGF-Transkriptspiegel von RD-Zellen 
in Abhangigkeit von der zur Behandlvmg eingesetzten 
Menge an CTGF- spezifischer dsKNA, 

30 

Fig. 3 die relativen CTGF-Transkriptspiegel von CFSC-2G- 
Zellen in Abhangigkeit von der zur Behandlung ein- 
gesetzten Menge CTGF-spezif ischer dsRNA und 



35 Fig. 4 



die relativen CTGF-Transkriptspiegel von aus Ratten 
isolierten hepatischeh Stemzellen in Abhangigkeit 
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10 

von der Behandlung mit einer CTGF-spezif ischen 
dsRNA. 

Fur die Experimente wurden zur transienten Transf ektion die 
5 folgenden doppelstrangigen Oligoribonukleotide mit den Se- 
quenzen Nr. 1 bis Nr. 6 gemaS dem Sequenzprotokoll einge- 
setzt : 

HCV s5/as5, deren Strang SI zu einer Sequenz aus dem Genom 
10 des Hepatitis C-Virus (HCV) kon^lementar ist: 

S2 : 5'- acg gcu age ugu gaa ugg ucc gu-3 ' (Sequenz Nr. 1) 
SI: 3 ' -ag ugc cga ucg aca cuu acc agg -5' (Sequenz Nr. 2) 

15 PCAl+2 , deren Strang Si zu einer Sequenz aus dem humanen Pro- 
kollagen al(I)-Gen und dem dazu in diesem Bereich 100 %ig 
homologen Prokollagen al(I)-Gen aus Rattus norvegicus kom- 
plementar ist: 

20 S2 : 5'- caa gag ecu gag cca gca gau cg-3 ' (Sequenz Nr. 3) 
SI: 3 ' -ga guu cue gga cue ggu egu eua -5' (Sequenz Nr. 4) 

CTGl+2 , deren Strang SI zu einer Sequenz aus dem humanen 
CTGF-Gen und dem dazu in diesem Bereich 100 %ig homologen 
25 CTGF-Gen aus Rattus norvegicus koitvplementar ist: 

S2 : 5'- ecu gug ecu gee auu aca acu gu-3' (Sequenz Nr. 5) 
SI: 3'-cu gga cac gga egg uaa ugu uga -5' (Sequenz Nr. 6) 

30 Fiir die Experimente wurden folgende Zellen eingesetzt: 

- RD-Zellen: Dabei handelt es sich \xm Zellen einer humanen 
embryonalen Rhsibdomyosarkomzelllinie. Die Zelllinie ist 
vmter der Nummer CCL136 bei der American Type Culture Col- 
35 lection (ATCC) , P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, USA zu 

be Ziehen. 
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- CFSC-2G-Zellen: Dabei handelt es sich um Zellen einer he- 
patischen Ratten-Sternzelllinie, welche von Dr. Marcos Ro- 
jkind (Liver Research Center, Albert Einstein College of 
Medicine, Bronx, New York City, New York, USA) zur Verfii- 

5 gung gestellt worden ist. Die Isolierung der CFSC- 

Stainiuzellen ist beschrieben in: Laboratory Investigation 
65 (1991), 644-53. Die Isolierung lond Charakterisieriing 
des Siibklones CFSC-2G ist beschrieben in: Patricia Green- 
wel et al.. Laboratory Investigation 69 (1993), 210-26. 

10 

- PrimSre aus Rattenleber gemSS Knook, D. et al., Exp. Cell 
Res. 139 (1982), Seiten 468 bis 471 isolierte hepatische 
Stemzellen. 

15 Alle Zellen warden in Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medixam 
(DMEM) mit 862 mg/1 L-Alanyl-L-Glutamin \ind 4,5 g/1 Glucose 
der Firma Invitrogen GmbH, Technologiepark Karlsruhe, Emmy- 
Noether Strasse 10, D-76131 Karlsruhe mit Zusatz von 10 % 
hitzeinaktiviertem fotalen Kaiberserum (FKS) , 100 lU/ral Peni- 

20 cillin und 100 ixg/ml Streptomycin (Zellkulturmedixim) kulti- 
viert. Die Kultivierung erfolgte in einem Bnitschrank bei 37 
. "C .in einer feuchten AtmosphSre . aus 8 % COa "und 92 % Luft 

Eine transiente Transfektion der RD-Zellen mit dsRNA wurde 
25 durch Lipofektion mit DNA-beladenen Liposomen aus kationi- 
schen Lipiden erreicht. Dazu wurde ein Lipof ectamine Plus- 
Reagenzien-Kit der Firma Invitrogen eingesetzt. Darin ist ein 
Lipof ectamine- und ein Plus-Reagenz enthaltenden . Die Trans- 
fektion wurde jeweils vierfach parallel nach Herstelleranga- 
30 ben durchgefiihrt . Fiir eine Transfektion wurden ca. 70000 RD- 
Zellen/Loch in einer sterilen 12-Lochplatte ausgesat . Vier- 
undzwanzig Stionden spater wurden fiir jeweils zwei Locher ei- 
ner 12-Lochplatte 5 Ml einer 20 Minol/1 der jeweiligen dsRNA 
enthaltenden wassrigen Losung in 100 Ml DMEM verdiinnt. Dazu 
35 wurden jeweils 10 /xl Plus-Reagenz zugegeben, gemischt und 15 
min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlielSend wurden 100 fil 
einer frisch angesetzten 1 : 25-Verdtinn\mg des Lipof ectamine- 
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Reagenz in DMEM (entsprechend 240 fig Lipidgemisch/ml) zugege- 
ben, gemischt, und die Entstehung von DNA-beladenen Liposomen 
durch eine 15-minutige Inkubation bei RT ermSglicht. Danach 
wurde das Zellkulturmediiim von den Zellen abgenommen und die 
5 Zellen jeweils zweimal mit 1 ml DMEM pro Loch gewaschen. Alle 
Transf ektionsansatze wurden mit je 1 ml DMEM verdiinnt und da- 
von 0,6 ml/Loch auf die Zellen pipettiert (2 Locher pro An- 
satz) . Nach 4-stundiger Inkubation im Brutschrank wurde in 
jedes Loch 1 ml Zellkulturmediiam zugegeben xmd weitere 44 
10 Stianden inkubiert . 

Zur transienten Transfektion von hepatischen Stemzellen \ind 
CFSC-2G Zellen vvAirde dsRNA mittels Oligof ectamine der Firma 
Invitrogen in die Zellen eingebracht. Dazu wurden CFSG-2G 
Oder aus Ratten isolierte hepatische Stemzellen in einer 
Dichte von 20000 Zellen/Loch in einer sterilen 12-Lochplatte 
ausgesat . Vierundzwanzig Stunden nach dem Aussaen wurden pro 
Ansatz 4 iJ.1 Oligof ectamine in 11 nl DMEM verdiinnt und 10 min 
bei Raxomtemperatur inkubiert. Weiterhin wurden fiir jeden An- 
satz (2 Locher einer 12-Lochplatte) 5 fil einer 20 /zmol/l 
dsRNA enthaltenden wSssrigen LOsung in 185 fxl DMEM verdiinnt. 
Jeweils 15 ill des vorverdiinnten Oligof ectamins wurde zu der.. 
verdiinnten dsRNA pipettiert, gCToischt und 20 min bei Raumtem- 
peratur inkubiert. Schliefilich wurden 1050 ^1 DMEM zu den An- 
satzen zugegeben. Von dem resultierenden Gemisch sind jeweils 
600 fil auf die Zellen gegeben worden nachdem die Zellen zwei- 
mal mit 1 ml DMEM pro Loch gewaschen worden sind. Nach 4- 
stiindiger Inlcubation im Brutschrank wurde in jedes Loch 1 ml 
Zellkulturmedium zugegeben und 44 Stunden im Brutschrank in- 
kubiert. 

Die Wirkung der dsRNA auf die Transkriptspiegel von an der 
Bildixng von ExtrazellulSrer Matrix beteiligten Genen wurde 
bei alien untersuchten Zellen mittels quant i tat iver PGR be- 
35 stimmt. Nach den 44 Sttinden im Brutschrank wurden die Zellen 
dazu aufgeschlossen und die enthaltene RNA mit 'dem Kit Pe- 
qGold RNAPure der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH, Carl- 



20 



25 
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Thiersch-Str . 2 b, D-91052 Erlangen, Bestell Nummer 30-1010, 
gemaS Herstellervorschrif t isoliert. 

Die Bildung von cDNA erfolgte, indem jeweils gleiche RNA- 
5 Mengen (100 - 1000 ng) zur Reversen Transkription mittels Su- 
perscript II der Firma Invitrogen GmbH, Technologiepark 
Karlsrxahe, Emray-Noether Strasse 10, D-76131 Karlsruhe, Kata- 
log-N\iinmer 18064-014 eingesetzt wurden. Als Primer wurden 100 
pmol Oligo-dT- Primer und 50 pmol random Primer verwendet. 10 

10 lil RNA (100 - 1000 ng) , 0,5 Ml Oligo dT-Primer (100 pmol) und 
1 Hi random Primer (50 pmol) wurden 10 min bei 70^0 inkubiert 
und dann kurz auf Eis gelagert. AnschlieJSend sind 7 ul Rever- 
se Transkriptase-Mix (4 Ml 5 x Puffer; 2 m1 0,1 mol/1 DTT; 1 
/il je 10 mmol/l dNTP) , 1 Ml Superscript II und 1 m1 des Ribo- 

15 nuklease Inhibitors RNAsin® der Firma Promega GmbH, Schild- 
krotstr. 15, D-68199 Mannheim zugesetzt worden. Das Gemisch 
ist fur 10 min bei 25°C, dann fur 1 Stunde bei 42 °C und ab- 
schlieSend fur 15 min bei 70°C gehalten worden. 

20 Die Wirkung der dsKNA in damit transf izierten Zellen auf die 
Expression der fiir Prokollagen al(I) und CTGF codierenden 
Gene wurde durch die Bestimraung der Menge des Transkripts 
(Transkriptspiegel) dieser Gene mittels quantitativer Echt- 
zeit ("realtime") RT-PCR nachgewiesen. Dazu wurde von glei- 

25 chen Volumina der gebildeten cDNA im "Light-Cycler" der Firma 
Roche Diagnostics GnibH gemSfi dem "TaqMan" -Verf ahren der Firma 
PerkinElmer, Ferdinand- Porsche-Ring 17, D-63110 Rodgau- 
Jugesheim, nach Herstellerangaben mittels des LightCycler 
Fast Start DNA Master Hybridization Probes 

30 -Kits der Firma Roche Diagnostics GmbH spezifische cDNA- 

Mengen quantif iziert . Die Detektion erfolgte uber eine mit 
dem Fluorophor 6'-FAM (Carboxyf luorescein) am 5 '-Ende und dem 
LSschmolekiil TAMRA (Carboxy-tetra-methyl-Rhodamin) am 3 '-Ende 
markierte Sonde. Dabei wird das Fluorophor mit Licht ange- 

3 5 regt. Es iibertrSgt die Anregungsenergie auf das in unmittel- 
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barer NMhe befindliche 3'-seitige LSschmolekiil . wahrend der 
jewel ligen Extensionsphasen der PGR fiihrt die 5 '-3' Exonu- 
kleaseaktivitat der Taq DNA Polymerase zur Hydrolyse der Son- 
de und damit zur raijinlichen Trennung des Fluorophors vom 
5 Loschmolekiil . Die Fluoreszenz von 6'-FAM wird iiraner weniger 
stark geloscht. Sie nimmt daher zu umd wird quantitativ er- 
fasst. Die Quantif iziening erfolgt iiber eine mit bekannten 
Transkriptmengen oder einer Verdiinnungsreihe einer Referenz- 
cDNA erstellten Standardkurve . Weiterhin wurde der Tran- 

10 skriptspiegel des Haushaltsgens |52-Mikroglobulin bestimmt und 
zur Normierung verwendet. (32-Mikroglobulin ist ein konstitu- 
tiv in konstanter Menge esqjrimiertes Protein. Die Menge an 
Prokollagen a 1(1)- oder CTGF-cDNA wurde als Verhaltnis zur 
Menge von p2-Mikroglobulin-cDNA bestinmt und graphisch in den 

15 Figuren 1 bis 4 als relativer Transkriptspiegel dargestellt. 

Zur Bestimmung der Transkriptspiegel von Prokollagen al(I) 
und CTGF inittels Echtzeit RT-PCR in Rattenzellen sind folgen- 
de Primer und TagMan Sonden verwendet worden: 



Zlelmotekul 


5'-Prltner 


TaqMan Sonde mlt 5'-FAM + 3'-TARARA 


3'-Primer 


Prokollagen 
a1(l) 


TCCGGCTCCTGCTCCTCTTA 


TTCTT6GCCATGC6TCAGGAGGG 


GTATGCAGCTGACnCAGGGATGT 


CTGF 


ATCCCTGCGACCCACACAA6 


CTCCCCCGCCAACCGCAAGAT 


CAACTGCTTTGGAAGGACTCGC 


P2- 

Mikrogtobulln 


CCGATGTATATGCTTGCAGAGTTAA 


AACCGTCACCTGGGACX^GAGACATGTA 


CAGATGATTCAGAGCTCCATAGA 



25 



Zur Bestimmung der Transkriptspiegel von Prokollagen a 1(1) 
und CTGF mittels Echtzeit RT-PCR in humanen Zellen sind fol- 
gende Primer und TaqMan Sonden verwendet worden: 
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ZtelmolekQI 


5-Primer 


TaqMan Sonde mit 5'-FAIW + 3'.TAMRA 


3 '-Primer 


Prokollagen 
a1(l) 


CAGAAGAACTGGTACATCAGCAAGA 


ACCGATGGAnCCAGTTCGAGTATGGC 


GTCAGCTGGATGGCCACAT 


CTGF 


AACCGCAAGATCGGCGT 


TGCACCGCCAAAGATGGTGCTC 


CCGTACCACCGAAGATGCA 


32- 

Mikroglobidin 


TGACTTTGTCACAGCCCAAGATA 


T6ATGCTGCTTACATGTCTCGATCCCA 


AATCCAAATGCGGCATCTTC 



Die Figuren 1 bis 4 zeigen die Wirkungen der dsRNA. Um bei 
den E3{perimenten eine konstante Transf ektionsef f izienz zu ge- 
wahrleisten wurden alle Zellen jeweils mit 100 nmol/1 dsRNA 
5 transf iziert. Dazu wurden 0 bis 100 nmol/l der spezif ischen 
gegen Prokollagen al(I) oder CTGF gerichteten dsRNA mit der 
Tonspezifischer dsRNA HCV s5/as5 auf eine Konzentration von 
100 nmol/1 erganzt und in Zellen transf iziert . Der mit 0 
nmol/1 spezifischer dsRNA gemessene Transkriptspiegel wurde 
10 willkurlich als 100% Wert definiert. 

Die Ergebnisse fiir RD- Zellen, welche mit steigenden Konzen- 
trationen gegen Prokollagen al(I) gerichteter dsRNA transf i- 
ziert worden sind, sind in Fig. 1 dargestellt. Die Wirkung 
15 der dsRNA ist konzentrationsabhangig . Der Prokollagen al{I)- 
Transkriptspiegel konnte durch 100 nmol/1 dsRNA PCAl+2 auf 20 
% reduziert werden. Die Expression von (52-Mikroglobulin wurde 
durch die dsRNA nicht ver&ridert. Das zeigt die Spezif itat der 
eingesetzten dsRNA. 

20 

Fig. 2 zeigt die relativen Transkriptspiegel des CTGF-Gens in 
Abhangigkeit von der Konzentration der zur Transfektion ein- 
gesetzten dsKNA CTGl+2. Auch hier zeigt sich ein konzentrati- 
onsabhSngiger Effekt, der eingesetzten dsKNA. 100 nmol/1 
25 dsKNA CTGl+2 reduzieren den Transkriptspiegel auf 10%, wah- 
rend 50 nmol dsRNA den Transkriptspiegel auf 32% der mit un- 
spezifischer dsRNA HCV s5/as5 behandelten Zellen absenkt. 
Auch hier wird die Expression von (32-Mikroglobulin nicht ver- 
andert . 

30 
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Fig. 3 zeigt die relativen Transkriptspiegel des CTGF-Gens in 
CFSC-2G-Zellen 48 Stvmden nach Transf ektion. Auch hier zeigt 
sich eine konzentrationsabhcLngige Reduktion der Transkript- 
spiegel durch die eingesetzte dsRNA. 

5 

Pig. 4 zeigt die relativen Transkriptspiegel des CTGF-Gens in 
aus Ratten isolierten hepatischen Sternzellen bzw. Myofibro- 
blasten. Die Zellen wurde 7 Tage auf Plastik kultiviert. Sie 
waren dadurch bereits aktiviert. 48 Stxinden nach Transf ektion 
10 mit 100 nmol/1 dsRNA zeigte sich eine etwa 50%ige Reduktion 
der Transkription. 
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Pa t en t ansprttche 

1. Medikament zur Behandlung einer fibrotischen Erkrankung, 
wobei das Medikament eine doppelstrangige Ribonukleinsau- 
re (dsRNA) entha.lt, welche durch RMA- Inter ferenz zur Hem- 
mung der Expression eines an der Bildung von Extrazellu- 
larer Matrix beteiligten Gens geeignet ist. 

2. Medikament nach Anspruch 1, wobei das Gen ein Gen ist, 
welches kodiert fur CTGF, TGFP, TGFp-Rezeptor Typ I oder 

- Typ II, Srtiad 2, Smad 3 , Smad 4, SARA, PDGF, Oncostatin M, 
ein an der Bildung von Kollagen-Fibrillen beteiligtes 
Gen, ein Prokollagen, Prolyl-4-Hydroxylase, Lysyl- 
Hydroxylase, Lysyl-Oxidase, N-Propeptidase oder C- 
Propeptidase . 

3 . Medikament nach Anspruch 2 , wobei das Prokollagen vom Typ 
aid), a2(I), al(II), al(III), al (V) , a2 (V) , a3 (V) , 
al(VI), of2(VI), a3(VI), al{XI), a2 (XI) oder a3(XI) ist. 

4. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die fibrotische Erkrankxang eine Leberfibrose, eine Fibro- 
se der Niere oder der Lunge oder eine iiber die fiir eine 
Heilung erforderliche Narbenbildung hinausgehende Bildung 
von Narbengewebe ist . 

5. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
ein Strang Si der dsRNA einen zu dem Gen zumindest ab- 
schnittsweise komplementaren, insbesondere aus weniger 
als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden bestehenden, Be- 
reich aufweist. 

6. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der komplementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, 
besonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, 
Nukleotide aufweist. 
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Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, 
Nukleotide aufweist. 

Medikament nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbeson- 
dere 2 Oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrSngigen 
Uberhang aufweist. 

Medikament nach Ahspruch 8, wobei sich der einzelstrangi- 
ge Uberhang am 3 ' -Ende des Strangs SI befindet. 

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende 
des Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrSngigen 
tJberhang aufweist. 

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die dsRNA neben dem Strang SI einen Strang S2 auf- 
weist . 

Medikament nach Anspruch 11, wobei der Strang SI eine 
Lange von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine LSnge von 
21 Nukleotiden und das 3 ' -Ende des Strangs SI einen aus 
zwei Nukleotiden gebildeten einzelstrSngigen Oberhang 
aufweist, wShrend das am 5 ' -Ende des Strangs SI gelegene 
Ende der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei der Strang Si zum primSren oder prozessierten RNA- 
Transkript des Gens komplementar ist. 

. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die dsRNA aus dem Strang S2 mit der Secjuenz Nr. 3 
und dem Strang SI mit der Sequenz Nr. 4 oder dem Strang 
S2 mit der Sequenz Nr. 5 und dem Strang Si mit der Se- 
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quenz Nr. 6 gemafi dem anliegenden Sequenzprotokoll be- 
steht . 

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Medikament eine Zubereitung aufweist, die zur 
Inhalation, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, 
insbesondere zur intravenQsen oder intraperitonealen In- 
fusion Oder Injektion oder zur Infusion oder Injektion 
direkt in ein von der fibrotischen Erkrankxing betroffe- 
nes Gewebe, geeignet ist. 

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die dsRNA in dem Medikament in einer Losiong, insbe- 
sondere einem physiologisch vertraglichen Puffer oder 
einer physiologischen KochsalzlOsung, von einer micella- 
ren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem Kapsid, 
einem Kapsoid oder einer polymeren Neuio- oder Mikrokap- 
sel umschlossen oder an einer polymeren Nano- oder Mi- 
krokapsel geb\xnden vorliegt. 

Medikcunent nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wo- 
bei die dsRNA mit einem. Mi ttel kombiniert ist, welches 
eine gezielte Aufnahme der dsRNA in Zellen eines von der 
fibrotischen Erkrankung betroffenen Organs, insbesondere 
der Leber, der Niere, der Ltange oder der Haut, ermog- 
licht . 

Medikament nach Anspruch 17, wobei das Mittel ein eine 
Bindung an den Kollagen Typ VI-Rezeptor oder den PDGFp- 
Rezeptor, insbesondere von hepatischen Stemzellen oder 
Myof ibroblasten, vermittelndes Mittel ist. 

Medikament nach Anspruch 18, wobei das Mittel das zykli- 
sche Peptid C*GRGPSPC* ist. , 

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Medikament in mindestens einer Verabreichungs- 
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einheit vorliegt, welche die dsKNA in einer Menge ent- 
hait, die eine Dosieriing von hochstens 5 mg, insbesonde- 
re hechstens 2,5 mg, bevorzugt hochstens 2 00 /ig, beson- 
ders bevorzugt hochstens 100 iig, vorzugsweise hochstens 
50 fxg, insbesondere hSchstens 25 ixg, pro kg Korperge- 
wicht und Tag ermOglicht. 

Verwendung einer doppelstrSngigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung 
einer fibrotischen Erkrankung, wobei die dsRNA durch 
RNA- Inter ferenz zur Heinmung der Expression eines an der 
Bildung von ExtrazellulSrer Matrix beteiligten Gens ge- 
eignet ist. 

Verwendung einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA) zur Behandlxang einer fibrotischen Erkrankung, 
wobei die dsRNA durch KNA- Inter ferenz zur Heiranung der 
Expression eines an der Bildixng von Extra z el luiarer Ma- 
trix beteiligten Gens geeignet ist. 

Verwendung nach Anspruch 21 oder 22, wobei das Gen ein 
Gen. ist, welches kodiert fUr CTGF, TGFp, TGFp-Rezeptor 
Typ I Oder Typ II, Smad 2, Smad 3, Smad 4, SARA, PDGF, 
Oncostatin M, ein an der Bildung von Kollagen-Fibrillen 
beteiligtes Gen, ein Prokollagen, Prolyl-4-Hydroxylase, 
Lysyl -Hydroxylase, Lysyl -Oxidase, N-Propeptidase oder C- 
Propeptidase . 

Verwendung nach T^spruch 23, wobei das Prokollagen vom 
Typ al(I), a2{I), al(II), al(III), al (V) , a2 (V) , a3 (V) , 
al(VI), a2(VI), a3(VI), al{XI), a2(XI) oder a3(XI) ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 21 bis 24, wobei die 
fibrotische Erkrankiing eine Leberf ibrose, eine Fibrose 
der Niere oder der Lunge oder eine uber die fur eine 
Heilung erf orderliche Narbenbildung hinausgehende Bil- 
dung von Narbengewebe ist. 
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26. Verwendung nach einem der Anspriiche 21 bis 25, wobei ein 
Strang SI der dsRNA einen zum Gen zumindest abschnitts- 
weise komplementaren, insbesondere aus weniger als 25 
aufeinander folgenden Nukleotiden bestehenden, Bereich 
aufweist . 

27. Verwend\ing nach einem der Anspriiche 21 bis 26, wobei der 
komplementSre Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, 
besonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, 
Nukleotide aufweist. 

28. Verwendung nach einem der Ansprttche 21 bis 27, wobei der 
Strsuig SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu- 
kleotide aufweist. 

29. Verwendung nach einem der Anspruche 21 bis 28, wobei zu- 
mindest ein Ende der dsKElA einen aus 1 bis 4, insbeson- 
dere 2 Oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen 
Uberhsmg aufweist. 

30. Verwendung nach Anspruch 29, wobei sich der einzelstrSn- 
gige Oberhang am 3 ' -Ende des Strangs SI bef indet . 

31. Verwendung nach einem der Anspruche 21 bis 30, wobei die 
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrSngigen Uber- 
hang aufweist. 

32. Verwendung nach einem der Anspruche 21 bis 31, wobei die 
dsRNA neben dem Strang SI einen Strang S2 aufweist. 

33. Verwendung nach Anspruch 32, wobei der Strang SI eine 
LSnge von 23 Nukleotiden, der Streuig S2 eine LSnge von 
21 Nukleotiden und das 3 ' -Ende des Strangs SI einen aus 
zwei Nukleotiden gebildeten einzelstrSngigen Oberhang 
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aufweist, wahrend das am 5 ' -Ende des Strangs Si gelegene 
Ende der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

34. Verwendiang nach einem der Ansprilche 21 bis 33, wobei der 
Strang SI zma primaren Oder prozessierten RNA-Transkript 
des Gens komplementar ist. 

35. Verwendung nach einem der Anspriiche 21 bis 34, wobei die 
dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz Nr. 3 und dem 
Strang SI mit der Sequenz Nr. 4 oder dem Strang S2 mit 
der Sequenz Nr. 5 und dem Strang Si mit der Sequenz Nr. 

6 gemafi dem anliegenden Sequenzprotokoll besteht. 

36. Verwendung nach einem der Anspriiche 21 bis 35, wobei die 
dsBNA in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhalation, 
oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere 
zur intravenosen oder intraperitonealen Infusion oder 
Injektion oder zur Infusion oder Injektion direkt in ein 
von der fibrotischen Erkrankung betroffenes Gewebe, ge- 
eignet ist. 

37. Verwend\mg nach einem der Anspriiche 21 bis 36, wobei die 
dsRNA in einer Losung, insbesondere einem physiologisch 
vertraglichen Puffer oder einer physiologischen Koch- 
salzlosung, von einer micellaren Struktur, vorzugsweise 
einem Liposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder einer 
polymeren Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an ei- 
ner polymeren Neino- oder Mikrokapsel geb\anden vorliegt. 

38. Verwendung nach einem der Anspriiche 21 bis 37, wobei die 
dsKNA oral, mittels Inhalation, Infusion oder Injektion, 
insbesondere intravenOsen oder intraperitonealen Infusi- 
on Oder Injektion oder Infusion oder Injektion direkt in 
ein von der fibrotischen Erkrankung betroffenes Gewebe, 
verabreicht wird. 
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Verwendung nach einem der Anspruche 21 bis 38, wobei die 
dsRNA mit einem Mittel kombiniert ist, welches eine ge- 
zielte Aufnahme der dsRMA in Zellen eines von der fibro- 
tischen Erkrankung betroffenen Organs, insbesondere der 
Leber, der Niere, der Lvinge oder der Haut, ermSglicht. 

Verwendung nach Anspruch 39, wobei das Mittel ein eine 
Bindiong an den Kollagen Typ VI-Rezeptor oder den PDGFp- 
Rezeptor, insbesondere von hepatischen Stemzellen oder 
Myof ibroblasten, vermittelndes Mittel ist. 

Verwendiing nach Anspruch 40, wobei das Mittel das zykli- 
sche Peptid C*GRGDSPC* ist. 

Verwendvmg nach einem der Anspruche 21 bis 41, wobei die 
dsKNA in einer Dosierung von hdchstens 5 mg, insbesonde- 
re hSchstens 2,5 mg, bevorzugt hSchstens 200 ixg, beson- 
ders bevorzugt hdchstens 100 iig, vorzugsweise hdchstens 
50 ng, insbesondere hOchstens 25 ^g. pro kg Kdrperge- 
wicht und Tag verwendet wird. 

Doppelstrangige. Ribonukleinsaure (dsRNA) , welche durch. 
RNA- Inter ferenz zur Heinmung der Expression eines an der 
Bildung von Extrazelluiarer Matrix bei einer fibroti- 
schen Erkrankung beteiligten Gens geeignet ist. 

DsRNA nach Anspruch 43, wobei das Gen ein Gen ist, wel- 
ches kodiert fiir CTGF, TGFp, TGFp-Rezeptor Typ I oder 
Typ II, Smad 2, Smad 3, Smad 4, SARA, PDGF, Oncostatin 
M, ein an der Bildung von Kollagen-Fibrillen beteiligtes 
Gen, ein Prokollagen, Prolyl-4-Hydroxylase, Lysyl- 
Hydroxylase, Lysyl -Oxidase, N-Propeptidase oder C- 
Propeptidase . . 

DsRNA nach Anspruch 44, wobei das Prokollagen vom Typ 
aid), a2(I), al(II), al(III), al (V) , a2 (V) , a3 (V) , 
al(VI), a2(VI), a3(VI), al(XI), a2 (XI) oder a3{XI) ist. 
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46. DsRNA nach einem der Anspruche 43 bis 45, wobei die fi- 
bre tische Erkrankiing eine Leberf ibrose, eine Fibrose der 
Niere Oder der Lxange oder eine unerwQnschte Narbenbil- 
dung ist. 

47. DsKNA nach einem der Ansprilche 43 bis 46, wobei ein 
Strang SI der dsKNA einen zu dem Gen zixmindest ab- 
schnittsweise koinplementaren, insbesondere aus weniger 
als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden bestehenden, 
Bereich aufweist. 

48. DsKNA nach einem der Anspruche 43 bis 47, wobei der kom- 
plementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, be- 
sonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, 
Nukleotide aufweist. 

49. DsRNA nach einem der Anspruche 43 bis 48, wobei der 
Strang Si weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu- 
kleotide aufweist. 

50. DsRNA nach einem der . Ansprtiche 43 bis. 49., wobei. zumin- 
dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 
2 Oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrSiigigen tjber- 
hang aufweist. 

51. DsRNA nach Anspruch 50, wobei sich der einzelstrSngige 
tiberhang am 3 ' -Ende des Strangs SI befindet. 

52. DsRNA nach einem der Anspruche 43 bis 51, wobei die 
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrSngigen Uber- 
hang aufweist. 



35 



53. 



DsRNA nach einem der Ansprtiche 43 bis 52, wobei die 
dsRNA neben dem Strang Si einen Strang S2 aufweist. 
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DsRNA nach Anspruch 53, wobei der Strang SI eine Lange 
von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine LSnge von 21 Nu- 
kleotiden und das 3 ' -Ende des Strangs SI einen aus zwei 
Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
weist, wahrend das am 5 ' -Ende des Strangs SI gelegene 
Ende der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

DsRNA nach einem der Anspriiche 43 bis 54, wobei der 
Strang Si zum primSren Oder prozessierten RNA-Transkript 
des Gens komplementar ist. 

DsRNA nach einem der Anspriiche 43 bis 55,. wobei die 
dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz Nr. 3 und dem 
Strang Si mit der Sequenz Nr. 4 oder dem Strang S2 mit 
der Sequenz Nr. 5 vind dem Strang Si mit der Sequenz Nr. 
6 gemcLlS dem anliegenden Sequenzprotokoll besteht. 

DsRNA nach einem der 2mspriiche 43 bis 56, wobei die 
dsRNA in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhalation, 
oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere 
zur intravenSsen oder intraperitonealen Infusion oder 
Injektion oder - zur. Infusion oder Injektion- direkt in ein 
von der fibrotischen Erkrankxmg betroffenes Gewebe, ge- 
eignet ist. 

DsRNA nach einem der Anspruche 43 bis 57, wobei die 
dsRNA in einer Iiosiing, insbesondere einem physiologisch 
vertraglichen Puffer oder einer physiologischen Koch- 
salzlosxing, von einer micellaren Struktur, vorzugsweise 
einem Liposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder einer 
polymeren Nano- oder Mikrokapsel xamschlossen oder an ei- 
ner polymeren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt. 

DsKNA nach einem der Anspriiche 43 bis 58, wobei die 
dsRNA mit einem Mittel kombiniert ist, welches eine ge- 
zielte Aufnahme der dsRNA in Zellen eines von der fibro- 
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tischen Erkrankung betroffenen Organs, insbesondere der 
Leber, der Niere, der Liinge oder der Haut, ermoglicht. 

60. DsRNA nach Anspruch 59, wobei das Mittel ein eine Bin- 
dung an den Kollagen Typ VI-Rezeptor oder den PDGFp- 
Rezeptor, insbesondere von hepatischen Stemzellen oder 
Myof ibroblasten, vermittelndes Mittel ist. 

61. DsRNA nach Anspruch 60, wobei das Mittel das zyklische 
Peptid C*GRGDSPC* ist. 
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Feld I Bemertojngen zu den AnsprQchen. die sich eds nicht recherohleitar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blait 1] 



QemSB Artikel 17<2)a) wurda aus folgenden QrQnden fQr bestimmts Anspritohe kein Reoherchenberlchl etstellt: 
1 . Y AnsprQohe Nr. 

^^-^ well sle sloh auf Gegenstande bezlehen, zu deren Recherche die Behflrda nlcht verpfllohtet Ist, namilch 

Obwohl die Anspruche 21-42 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschl1chen/t1er1schen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grQndete sich auf die angefQhrten Wlrkungen der Verblndung/Zusamraensetzung. 

^' ^ siedchauf Telle der IntemaUonalen AnmekJung beziehen, de den vorgeschrtebenen Anforderungen so wenig entspreohen, 
daB eine sbinvolle mtemationala Recherche nlcht durchg^Qhrt warden kann, nflmllch 



^' ^ — ^ l!!^'^^h'!!tehai iim ahhflnntna Ansprtlche handelt, dls nlcht entBprechend Satz 2 und 3 der R9gel 6.4 a) abgsfafit sind. 



Feld II Bemertojngen bei mangelnder ElnheWlchkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale RacharehenbehOnte hat featgestallt, dal3 dtese Internationale AnmaMung mehrere Erflndungen entfiStt: 



I I Da «r alia recherchlerbaren Ansprtlche die Recherche ohne einen Arbelteaufwand durchgefahrt vrarden konnte, der eIne 
• I — I zusatzfche RecherchengebOhr gerechtfertlgt hStte, hat die BehOrde nlcht zur zahlung elnar aolchen QebQhr aufgatordert 



□ Da der Anmekter nur einlge der erforderllchen zusaizllchen RecherchengebOhren rectrtzeltlg antrlchtet hat, erslieokt sich dl 
IntemaBonale Recherchenberlcht nur auf die AnsprQeha. fOr die GebOhran entrlchtet wrden sInd, namilch auf die 
AnsprOcfte Nr. 



1 I Der Anmelder hat die eriordertlctien zusatzllchen Recherchengebuhren nlcht rechtzalUg entrlohtel. Dor Internationale Recher- 
— chenberlcht beschrSnkt sloh daher auf die In den AnsprQchen zuerst enwflhnte Erfindung: diese ist in folgenden AnsprQchen er- 



I I Die zusatzllchen GebOhran vnjrdan vom Anmelder unter WMerspmch gezahll 
I I Die Zahlung zuadizllcher Recherchenget>ahren erfolgte ohne Wtderepruch. 
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